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埋植材＼採縮 3 6 14（日）
コントロール＊
キチン
キトサン
1063＋／－120a＊＊
895＋／－　37a
1117＋／－180a
1346＋／－　88a
975＋／・．　75b
1148＋／－316ab
2931＋／－428ab
1902＋／’・65ga
3869＋／－672b
＊：ポリエステル不織布（乾燥時厚さ600mm）
緋：平均＋／一標準偏差（mln）
a，b：異なる肩文字は有意差あり（pく0。05）
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第2項肉芽組織中のコラーゲンのタイピング
1．要約
ポリエステル不織布にキチンおよびキトサンを含浸したキチンーNWF、キトサン
ーNWFおよび無処置のNWFを猫の腹壁に埋植し、それらによって誘導された肉芽組
織中のコラーゲンのタイプを免疫組織化学染色（ABC法）および画像解析処理により
数量化した。キチシーNWFは厚さが最も薄かったにも関わらず、埋植材内部ではタイ
プ1、皿、および酊型コラーゲンが、いずれのステージでも他群より高い割合で合成
され、周囲組織でも14日目にタイプ皿およびW型コラーゲンの割合が高かった。埋
植材内部においてキトサンにより誘導されたコラーゲンの型はコントロールのNWFと
類似していた。
2．実験目的
　創傷治癒過程において細胞外マトリックスの主要成分の1つであるコラーゲンは、
損傷組織の再構i築における重要成分である。Minami，　ef∂／．（1997　c）は腱組織にお
いてキチンが皿および1▽型コラーゲンを誘導すると報告した。また、ヒドロキシプロリ
ンの増加を伴わずに皮膚縫合の引っ張り強度が増加するとの報告（Yano，　ef　a／．，
1985）もある。しかし、キチンおよびキトサンと：コラーゲンとの関連に触れた報告は数
少ない。そこで、本実験ではキチンおよびキトサンにより誘導される肉芽組織内のコ
ラーゲンを、創傷治癒に関連するといわれる1、皿および酊型について型分けし、そ
の肉芽組織の特性との関連を検討した。
3．材料および方法
　1）実験材料
　本章第1項で作製した切片を用いた。
2）免疫染色方法
　本章第1項で作製した切片に免疫組織化学染色（ABC法）を施し、コラーゲンタイ
プ1、皿およびWについてタイプ分けを行った。具体的には、本章第1項で採材
した試料から作製した切片を脱パラフィンおよび脱水処理し、過ヨウ素酸に10分間
曝して内因性ペルオキシダーゼを失活させた。また、抗ウサギlgGヤギ血清の非特
異的結合を防ぐため、切片を5％正常ヤギ血清中で10分間インキュベートした。
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免疫組織化学に関しては、まず切片をコラーゲンの各型に対して400倍に希釈した
ウサギ抗血清で室温で30分間処理した。実験に先立ち、これらの抗血清は猫コラ
ー一Qンと交差反応を示すことを確認したが、タイプ1、皿およびIVコラーゲン間では
交差反応は見られなかった。次いで切片を100倍に希釈したペルオキシダーゼ結
合抗ウサギlgGヤギ血清で室温で30分間処理し、ジアミノベンチジンで10分間
染色してヘマトキシリン溶液で対比染色した。
　3）画像解析
　コラーゲン染色を施した切片の画像解析は、イメージプロセッサー（MV4000，
MpPm　Data　General　Co．　Ltd，　Japan）とマルチカラーデータシステム（4200F，　NAC
Co、しtd，　Japan）を用いMinami，　er　a∫，（1996）の方法に準じた。100倍率の光学
顕微鏡下で観察した組織像から任意の3視野をテレビカメラを通して、直接
MV4000にとりこみ、XYGDMPおよびGCONVERTプログラムを用いて2色の色
修正を行った。色修正は以下のように実施した。
（1）　各切片の背景（染色されない間隙部分やポリエステル線維）の明暗度を入力画
　　面上で同じグレーレベルに変換した。
（2）　染色部位の明度分布を測定した。
（3）　入力画面全体をポジ領域とネガ領域に分け、2色のヒストグラムをHGRAM
　　プログラムにより解析した。各色の明度の平均は3つの入力画面から算出した。
　　最終的に各色を入力画面100，000ピクセルあたりのピクセル数で示した。
4．結果
　1）埋植材内部および周囲組織中の各コラーゲン型を画像解析した結果を図4－4
および図4占に示した。実験期間を通じてキチン群は他の群に比べ、いずれの型の
コラーゲン毛高い割合（特にIV型：］ラーゲン）であった。さらに、］4日目のキチン群は
周囲組織においても皿、酊型：コラーゲンの割合が高かった。埋植材内部においてキ
トサン群およびコントロール群の大略は実験期間を通じて類似性を示した。
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図4・4　埋植材内に形成された肉芽組織内の型別コラーゲン量
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図4－5　埋植材周囲に形成された肉芽組織内の型別コラーゲン量
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第3項　考察
キチンーNWFに誘引された肉芽組織は、実験期間を通じてコントロールより薄いこと
が明らかとなった。これは、今までキチン誘導の肉芽組織が肉眼的に薄いとされてい
たことを支持するものである。また、キトサン誘導の肉芽組織が最も厚くなることも判
明したが、埋植材内の組織学的所見では炎症性細胞以外大差なく、その厚みの差は
埋植材の周囲に形成された肉芽組織に由来することが明らかになった。キトサン粒
子が埋植材中に常に観察されたことから、キトサンに対する持続的な炎症反応によっ
て過剰な肉芽組織が形成されるものと思われる。臨床の場でキトサンを持続的に投
与する事により過剰な肉芽組織が形成されることを経験しているが、この結果と一致
するものである。先の実験で、ラットにおいて0．1mgキトサンが誘導する肉芽組織
は、少数例で滲出液の貯留が見られものの薄くて滑らかであった。猫においては同
濃度のキトサンにより過剰な肉芽組織が形成された。この点で、猫はラットに比べて
キトサンに対する感受性が強いと判断される。先に、ラットにおいてキチンおよびキト
サンの至適濃度の設定を行ったが、猫に対してはさらに最適なキトサン量を決定する
必要を認めた。
猫においてもキチンーNWFによる肉芽組織形成が少量であることに関しては、ラット
の所見と同様な結果であり、そのメカニズムについても同様であると考えた。また、合
成されたこコラーゲンは比率的には1、皿、および酊型が同様に合成されており、さら
に異物巨細胞の細胞質にもこれらの抗体に対して陽性所見を呈したことから、コラー
ゲンの分解に巨細胞が関連していることが明らかとなった。一般に創傷治癒過程に
おいて、まず皿型コラーゲンが合成され組織の枠組みをつくり、次いで1型コラーゲ
ンが合成され組織が修復されると考えられている（畑、1998）。今回の実験では1お
よび皿型は、6日目より14日目にかけて両者とも増加しているが、その比率は変わら
なかったので、この説には一致しなかった。またMinami，　ef　a／．，（］993）が行った血
管の乏しいとされる牛の腱組織におけるコラーゲン合成実験では皿型およびW型コ
ラーゲンが誘導されたが、今回の実験では、1型コラーゲンも誘導された。このことか
ら、成熟なコラーゲンは血液供給の豊富な組織において、より迅速に誘導される事が
示唆された。
　キチン、キトサンが誘導する創傷治癒の機i序に関しては、その肉芽形成促進作用
に注目した報告が数多くなされてきた。しかし、癩痕をともなわない良性の肉芽組織
が形成されるには、ある時点で創傷治癒活動は不活化されるはずであり、その時期
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や介在物質等の解明が最重要であると考える。今回の研究によって、キチンおよび
キトサンの投与によって遊走細胞や線維芽細胞の活性はコントロール群より迅速に
発現し、コラーゲン合成と分解がより早く促進することにより、癩痕を作らない治癒過
程が発現すると理解された。
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総括および結論
キチンおよびキトサンの創傷治癒促進効果を理解する目的で、皮下に埋設したキチ
ンおよびキトサン含浸不織布（NWF）中に誘導された肉芽組織を回収し、様々な分析
を実施することで以下の成績を得た。
1．NWFに対するキチンおよびキトサン添加至適濃度を、ラットを用いて検討した。
　1．0およびmmg／mlキチンーNWF、0．1およびtO　mg／mlキトサンーNWFにお
　いて誘導された肉芽組織は、肉眼的には炎症反応もなく、薄くて滑らかであった。
　組織所見では、7日目に埋植材のほぼ中心部まで肉芽組織が浸潤し、7～1］
　日目には埋植材は器質化されていた。しかし、50mg／mlキチンおよび10
　mg／mlキトサンーNWFにおいて形成された肉芽組織は、厚く粗造で周囲に浮腫、
　滲出液の貯留等の炎症反応が見られた。組織所見でも、埋植材中に多数の炎症
　性細胞が観察され、NWFの器質化はわずかであった。以上の結果から、至適濃
　度はキチンは1～10mg／ml、キトサンはO．1～1．O　mg／mlであった。組織所見で
　は、キチンとキトサンで、それぞれ1mg／mlとOj　mg／ml、10　mg／mlと1
　mg／mlが極めて類似しており、キトサンはキチンの1／］0の量でほぼ同様な組織
　反応を引き起こすことが明らかとなった。
2．肉芽組織の主成分であるコラーゲン線維の動態を、マッソントリクローム染色標本
　の画像解析処理により検討した。コラーゲン線維量はキチンの1．Oおよび10
　mg、キトサンのO．1　mgでコントロールと比較して減少傾向が見られ、キチンの
　10mgでは有意な減少が見られた。また、肉芽組織中のプロリルヒドロキシラー
　ゼを測定し、コラーゲンの合成能を検討した。プロリルヒドロキシう一ゼ活性は10
　mg／mlキチンを除いてキチン群、キトサン群およびコントロール群ともほぼ同様
　の動きを示し、4日目まで活性は低く、その後ばらつきはあるものの直線的増加
　を示し、］4日目には4日目の約］O倍に達した。10mg／mlキチンにおけるプ
　ロリルヒドロキシラーゼ活性は4日目まで低く、4日目から7日目にかけて約
　8．5倍の急増を示し、その後プラトーに達した。両者の成績から、10mg／mlキチ
　ンを皮下に投入すると線維芽細胞におけるコラーゲン合成は極めて活性化される
　が、7日で活性化は頭打ちとなり、このことがコう一ゲン量の減少と良好な器質
　化を引き起こす重要な所見と考えた。
3．コラーゲンとともに細胞外マトリックスの主要成分であるグルコサミノグリカン
　（GAG）およびプロテオグリカン（PG）に及ぼす影響を、アリュウシャンブルー染色お
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　よびサフラニンーO染色標本の画像解析処理により測定するとともに、GAGの主要
　糖鎖であるコンドロイチン硫酸（CS）を高速液体クロマトグラフィーで定量した。埋
　植7日目の材料において、コント［］一ルと比較して、キチン群ではGAGの沈
　着量が増加し、PGは逆に減少していた。一方キトサン群では、GAGおよびPG
　の量はコントロールと大差がなかった。この原因は、キトサン群では組織における
　炎症反応がキチン群と比較して存続しており、コントロール群では他の群より器質
　化が遅れていることが重要な要因ではないかと推測した。一方、CSの定量の結
　果、キチン群におけるCSの量はコントロール群およびキトサン群より減少して
　おり、キチン群におけるGAGの増加は他の糖鎖の増加によるものと考えられた。
4．ラットを用いた基礎的成績を、より大型の動物で検討するべく臨床的に創傷治癒
　効果を顕著に示すネコを用いて実験を行った。ネコの腹壁にキチンおよびキトサ
　ンを含浸させたポリエステル不織布を埋植し、誘導される肉芽組織の経時的変化
　を肉眼的および組織学的に検索した。さらに、肉芽組織中のコラーゲンを免疫組
　織化学染色および画像解析処理により型分けを行った。器質化された埋植材の
　厚みは、いずれの群も実験期間を通じて漸次増加したが、ラットと同様にキチン
　ーNWFが最も薄かった。埋植材内部においては、キトサン群で炎症性細胞が多
　数出現した点を除いてキチン群とキトサン群の間に大差はなく、両群とも6日目
　には中心部までの肉芽組織の侵入が観察された。NWFの周囲組織はキトサン
　群において最も厚く、キチン群において最も薄かった。キチン群において、辺縁部
　に多数の多核巨細胞および新生血管が観察された。キトサン群における肉芽組
　織の過剰形成の原因は、7日以降もキトサン粒子が残存し炎症反応が持続する
　ためと考えられた。埋植材内部のコラーゲンは、キチン群において1、皿およびIV
　型とも他の群に比べると多く含まれることが判明し、また、キトサン群およびコント
　ロール群はともに類似した割合を示した。周囲組織中のコラーゲンはキチン群で
　は14日目に皿およびIV型が多いことが判明した。
以上の成績は、臨床的に経験されてきたキチン、キトサンの過剰投与が引き起こす
生体反応を実験的に証明するとともに、至適用量を明らかにするものである。創傷治
癒促進を目的としてキチン、キトサンを使用する場合には、この至適用量を念頭にお
いた治療法が極めて重要どなる。至適用量を用いれば本来異物であるポリエステル
不織布を容易に器質化するが、過剰投与はいたずらに異物反応を助長することにな
り、治療を目的とした場合には失敗を招く結果になると考えられる。今日、これらの物
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質を用いた治療例は極めて多いが、至適用量を明確にした報告はみとめられない。
さらに、今回の実験からも明らかなように、キチン、キトサンもそれ自体が異物であり、
これらによって引き起こされる生体反応を、過剰反応に進行する以前に停止させるこ
とが必要である。この効果については、キチンがキトサンより優れていることをコラー
ゲン合成酵素であるプロリルヒドロキシラーゼ活性の成績から明らかにした。この作
用はキチンの分解吸収が至適用量では約7日で完了し、これにともなって、キチン
の生体活性効果も完了すると考えられた。キトサンは分解吸収が生体内では極めて
遅く、このことが過剰反応を引き起こす原因と考えられた。キトサンはキチンの］／伯
でほぼ同程度の反応を引き起こせることから、極めて経済的であり、産業動物への応
用が期待できる。この用量の差はキチンとキトサンのC2位に保有するアミノ基の量
の差に一致し、創傷治癒のための生体反応の強度はこのアミノ基の量に左右される。
しかし、生体反応を終息させるには、それ自体が分解吸収される必要があり、そのた
めにキチンが多く保有するアセトアミド基の存在が極めて重要であると結論された。
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